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深圳市学校结核病监测中基因分型技术的研究
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摘要：　 目的　 应用 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 基因分型系统对深圳市学校结核分枝杆菌进行基因分型，初步探讨其分型特征以及在学校

结核病监测中的应用。 　 方法　 对来自 ２０１５ 年深圳市学校结核病患者的 ４１ 株结核分枝杆菌菌株，采用 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 基因

分型系统对其进行基因分型。 　 结果　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 基因分型系统将 ４１ 株结核分枝杆菌分为 ８ 个基因群，分型显示高度多

态性，各个基因群分别占比为Ⅰ群 １２􀆰 ２％（５ ／ ４１）、Ⅱ群 ２２􀆰 ０％（９ ／ ４１）、Ⅲ群 ７􀆰 ３％（３ ／ ４１）、Ⅳ群 ２４􀆰 ４％（１０ ／ ４１）、Ⅴ群

１７􀆰 １％（７ ／ ４１）、Ⅵ群 ２􀆰 ３％（１ ／ ４１）、Ⅶ群 ９􀆰 ８％（４ ／ ４１）、Ⅷ群 ４􀆰 ９％（２ ／ ４１），以Ⅱ群和Ⅳ群为主。 各个基因群的患者均有来

自深圳户籍、广东省户籍和广东省外户籍的人口，深圳户籍患者主要基因型集中在Ⅳ群（３３􀆰 ３％，４ ／ １２）和Ⅴ群（４１􀆰 ７％，
５ ／ １２）基因群中。 各个基因型与户籍人口之间差异无统计学意义（χ２ ＝ １５􀆰 ２８０，Ｐ＝ ０􀆰 ２７０＞０􀆰 ０５）。 研究中发现了 ５ 株耐药

菌株，耐药菌株同样来自各个不同的户籍人口，但是并未发现统计学联系（χ２ ＝ ４􀆰 ２３７，Ｐ＝ ０􀆰 ０７７＞０􀆰 ０５）。 　 结论　 深圳市

学校结核病基因分型存在高度多样性，有主要流行基因群，并且存在跨区域流行传播的可能性。
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　 　 近年来，我国学校结核病疫情屡见报道，国外的研

究报道也不在少数，而这些研究报道主要集中在暴发

疫情的处置以及健康促进等方面，对其监测预警的研

究涉及较少［１－６］。 结核病分子流行病学的研究在传播

链调查以及菌株溯源方面拥有独特的优势［７－１０］，以此

为基础建立起分子流行病学监测体系，可在一定程度

上发现学校结核病是以往传播引起，还是近期传播所

导致，为学校结核病的防控策略提供新的思路。
Ｄｉｖｅｒｓｉｌａｂ 微生物基因分型鉴定系统作为基因分

型方法的一种，常用于分子流行病学研究中。 Ｊａｎｇ
等［１１］采用 Ｄｉｖｅｒｓｉｌａｂ 微生物基因分型鉴定系统分析了

结核分枝杆菌，并与 ＩＳ６１１０－ＲＦＬＰ 分型技术相比较，
两种方法显示无差异。 Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓｏｎ 等［１２］ 则对非结核

分枝杆菌进行了分型分析，以 ＭＩＲＵ – ＶＮＴＲ 方法作

为对照，同样无差异性。 国内孙小军等［１３］ 分析了 １００
株结核分枝杆菌，分型结果显示高度多态性。 本次研

究采用该基因分型技术对 ２０１５ 年深圳市收集到的 ４１
株学校结核病临床分离菌株进行基因分析研究，初步

了解其基因分型分布特征及流行情况，探讨基因分型

在学校结核病监测中的应用价值。

１　 材料与方法
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作者简介：洪创跃（１９８４－），男，广东深圳人，硕士，主治医师，研
究方向：结核病实验室诊断及预防。

１􀆰 １　 患者菌株来源　 收集 ２０１５ 年深圳市慢性病防治

中心以及深圳市各区慢性病防治院诊断为学校结核病

患者的菌株，并采用线性探针技术快速检测利福平

（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，Ｒ）和异烟肼（ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ，Ｉ）的药物敏感性。
所有患者均为初诊患者，其中男生 ２４ 人，女生 １７ 人；
年龄分布在 １３～２８ 岁，平均年龄为（１９􀆰 ０±３􀆰 ８）岁。
１􀆰 ２　 主要仪器及试剂　 ＭＯ ＢＩＯ ＵｌｔｒａＣｌｅａｎＴＭ Ｍｉｃｒｏ⁃
ｂｉａｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｋｉｔ （Ｍｏ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， 美国 Ｓｏｌａ⁃
ｎａ Ｂｅａｃｈ 公司）、分光光度计、 ｒｅｐ －ＰＣＲ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒ⁃
ｐｒｉｎｔｉｎｇ ｋｉｔ（生物梅里埃公司，法国）Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物

分析仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司）、ＰＣＲ 仪（伯
乐生命医学产品（上海）有限公司）、ＧｅｎｏＴｙｐｅ ＭＴＢＤＲ
ｐｌｕｓ 试剂盒（德国 Ｈａｉｎ Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ 公司）、ＧＴ－Ｂｌｏｔ 全
自动杂交仪（德国 Ｈａｉｎ Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ 公司）
１􀆰 ３　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统分子分型［１４］ 　 （１）ＤＮＡ 提取：应
用 ＭＯ ＢＩＯ ＵｈｒａＣｌｅａｎＴＭ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＤＮＡ 提取试剂盒提

取细菌 ＤＮＡ。 经分光光度计测定，调整 ＤＮＡ 的浓度

为 ２５ ～ ５０ ｍｓ ／ Ｌ。 （２） ｒｅｐ－ＰＣＲ 扩增：应用 ｒｅｐ －ＰＣＲ
ＤＮＡ 指纹图谱试剂盒，配制 ２５ μｌ ＰＣＲ 扩增体系：
０􀆰 ５ μｌ ＡｍｐｌｉＴａｑ 聚合酶，２ μｌ 混合引物，２􀆰 ５ μｌ １０ ×
ＰＣＲ 缓冲液及 １８ μｌ ｒｅｐ － ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ。 预变性

９４ ℃ ２ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，５０ ℃退火 ３０ ｓ，７０ ℃延伸

９０ ｓ 为一个循环，共 ３５ 个循环；最后 ７０ ℃延伸 ３ ｍｉｎ。
（３）ＰＣＲ 扩增产物检测：应用微流体芯片和 Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００ 生物分析仪分离和检测不同大小和强度的 ＰＣＲ
扩增产物。
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１􀆰 ４　 评价标准　 分析结果的虚拟凝胶图像的判断标

准参照分为 ３ 种：不存在差异（ ｉｎｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈａｂｌｅ），其相

似性大于 ９７％，并且没有条带差异；相似（ｓｉｍｉｌａｒ），其
相似性大于 ９５％，有 １ ～ ２ 条不同的条带；不同（ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ），其相似性小于 ９５％，大于 ２ 条不同的条带。 其相

似性大于 ９５％即可认为存在疾病爆发或者流行的

可能。
１􀆰 ５　 统计学分析　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ ｖｅｒｓｉｏｎ ３．４ 自带软件依

据 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数 （ Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，
ＰＣ）分析和计算各样本的相似性系数。 非加权组平均

数（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ａｖｅｒａ⁃
ｇｅｓ，ＵＰＧＭＡ）自动比较 ｒｅｐ－ＰＣＲ 产物并创建树状图。
数据的分析结果包括树状图和电泳图谱。 采用 χ２ 检

验进行统计学分析，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统分型　 ４１ 株菌株分型根据 Ｄｉｖｅｒ⁃
ｓｉＬａｂ 系统分析共得到 ８ 个基因群，各个基因群分别占

比为 Ⅰ 群 １２􀆰 ２％、 Ⅱ 群 ２２􀆰 ０％、 Ⅲ 群 ７􀆰 ３％、 Ⅳ 群

２４􀆰 ４％、Ⅴ群 １７􀆰 １％、Ⅵ群 ２􀆰 ３％、Ⅶ群 ９􀆰 ８％、Ⅷ群

４􀆰 ９％，以Ⅱ群和Ⅳ群为主。 其中Ⅲ群的 ＴＢ１６ 和

ＴＢ２４；Ⅳ群的 ＴＢ３０ 和 ＴＢ４９ 以及 ＴＢ９ 和 ＴＢ５１；Ⅴ群的

ＴＢ３５ 和 ＴＢ５５；相似度均为大于 ９７％，为不存在差异菌

株。 具体见图 １。

　 　 注： Ｌｏｃａｔｉｏｎ 中的 ＧＤ 代表户籍为广东省内户籍（深圳除外） ＳＺ 代

表户籍为深圳户籍，ＷＳ 代表为广东省外户籍。

图 １　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统分型结果

２􀆰 ２　 菌株地域与分型的关系　 ８ 个基因群菌株分别

来自深圳户籍人口（１２）、广东省户籍人口（１６）和广东

省外户籍人口（１３），广东省户籍和广东省外户籍基因

群散在分布在 ８ 个基因群中，深圳户籍人口主要集中

在Ⅳ群和Ⅴ群。 深圳户籍、广东省内户籍和广东省外

户籍的基因分型构成差异无统计学意义（χ２ ＝ １５􀆰 ２８０，
Ｐ＝ ０􀆰 ２７０）。 见表 １。

表 １　 患者户籍与分型特征分布情况

基因群
户籍

深圳市 广东省 广东省外
总计

Ⅰ群 １ ３ １ ５
Ⅱ群 ２ ４ ３ ９
Ⅲ群 ０ １ ２ ３
Ⅳ群 ４ ３ ３ １０
Ⅴ群 ５ ２ ０ ７
Ⅵ群 ０ １ ０ １
Ⅶ群 ０ ２ ２ ４
Ⅷ群 ０ ０ ２ ２
总计 １２ １６ １３ ４１

２􀆰 ３　 菌株耐药情况　 通过 ＨＡＩＮ 快速基因检测耐药，
得到耐药菌株 ５ 株，其余均为敏感菌株，见表 ２。 ５ 株

耐药株中有 ３ 株来源于深圳本地，包括 ２ 株 ＭＤＲ 菌

株。 广东省内户籍和广东省外户籍各有 １ 株耐药菌

株，耐药菌株的户籍来源差异无统计学意义 （ χ２ ＝
４􀆰 ２３７，Ｐ＝ ０􀆰 ０７７）。

表 ２　 患者药敏菌株与分型特征分布情况

基因群
耐药性

耐药株 敏感株
总计

Ⅰ群 ０ ５ ５
Ⅱ群 ２ ７ ９
Ⅲ群 ０ ３ ３
Ⅳ群 １ ９ １０
Ⅴ群 １ ６ ７
Ⅵ群 ０ １ １
Ⅶ群 １ ３ ４
Ⅷ群 ０ ２ ２
总计 ５ ３６ ４１

３　 讨　 论

由于结核病具有潜伏感染的特点，并且不同个体

的潜伏长短差异明显，因此往往无法确定结核病发病

是由于以往感染引起，还是近期传播导致，这也是目前

结核病防控存在的难题之一［７］。 分子流行病学的建

立以及运用，则很好为我们提供解决这个难题的突破

口。 通过分析不同菌株的基因型，可以提示既往感染

还是近期传播的情况。
学校是一个聚集性场所，结核病感染容易引起聚

集性疫情的发生，即使是在结核病低发的地区也有学

校结核爆发流行的报道［４－６］，而在我国这种情况也并

不少见。 除此之外，学校结核病还存在跨区域传播可
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能性的问题，特别对于深圳地区来说，流动人口占绝大

多数，学生往往在某一学校学习一段时间即转校，或者

是返回原籍［１５］。 另外学校结核病高发的人群主要是

初中、高中和大学低年级的学生，这些学生在学习 ３ 年

毕业之后会转移到另一区域的学校就读，这也为跨区

域传播提供了条件［１６］。 本研究中的结果也提示了这

种可能性，８ 个基因群的患者均来自不同的区域，并且

有 ３ 组不存差异的菌株来自深圳户籍人口和广东省其

他地区人口，另外还有 ３ 组来自广东省外和广东省内

的菌株为相似性菌株，同时这些分型菌株不存在地域

之间的统计学差异，这说明在感染过程中引起跨区传

播的链条，提示我们在防控策略上，需要加强对流动人

口的监测。
ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统作为一种实验室流行病学的分型

方法，已有报道被广泛运用于各种细菌的分型研究中，
其中包括结核分枝杆菌［１７］。 本次研究分析了 ４１ 株结

核分枝杆菌，ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统将所有菌株分为了 ８ 组基

因群，这些基因群菌株，分别来自不同户籍人口，并且

在无差异的菌株中，出现耐药与敏感的不同菌株，说明

存在传播的可能，应该引起重点关注。 敏感菌株变为

耐药菌株，有几方面的原因，除了由于不当的治疗方案

引起的耐药情况，近来研究还发现存在异质性耐药的

情况［１８］。 由于 ＭＴＢ 存在自发性突变，即使全敏感的

菌株中也存在一定比例的耐药菌，在临床不断治疗中，
敏感菌株逐渐被杀死，耐药菌则成为了优势菌株，该敏

感菌株则变成了耐药菌。 在本次研究中，同一基因群

中出现了耐药菌株和敏感菌株的情况，并且这两个患

者来自不同的地区且均为初治患者，没有以往感染史。
因此该菌株可能发生异质性耐药的情况，并且在这过

程中产生了传播。 从本次研究的结果中可以看出，对
全地区的学校结核菌的分子流行病监测，能够获得更

多的流行传播信息，前期我国学者的研究也表明了结

核分枝杆菌基因分型在结核病传播链调查中发挥的独

特作用［７－８］。
综上所述，深圳市学校结核病存在跨区域流行传

播的可能性，需要对不同地区出现的病人做更进一步

深入的流行病学调查。 基因分型技术可应用于深圳市

学校结核病的基因分型监测，在一定程度上可了解不

同地区的学校结核病是否存在流行病学联系，为之后

更一步的调查和制定相应的防控策略，提供基础资料。
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